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ABSTRACT 
Cancer  is  characterized  by  aberrant  activation  of  phosphorylation  signalling  cascades. 
However,  despite  the  critical  role  of  phosphatases  in  protein  phosphorylation,  their 






In  this  MD‐PhD  thesis,  we  have  used  various  systems  biology  approaches,  including 
phosphoproteomics,  high  throughput  drug  sensitivity  screening,  and  transcriptomics  to 
study the functions of the most frequently mutated PP2A subunit, PPP2R1A, as well as three 
of its endogenous inhibitor proteins, CIP2A, PME1, and SET in cancer cells. 
This  study  demonstrates  that  PP2A  reactivation  is  poorly  tolerated  by  several  types  of 
cancer  cells  and  results  in  downregulation  of  multiple  oncogenic  pathways,  as  well  as 
induction of senescence. Specifically, CIP2A is a regulator of MYC transactivation in basal 
type breast  cancers and our  results  indicate multiple cooperative mechanisms by which 
PP2A regulates MYC. Analysis of PP2A dephosphorylome also provided novel insights into 




PP2A activity. We further validated that  inhibition of PP2A  in KRAS mutant  lung cancers 
confers resistance to MAPK pathway inhibitors including the combination of Raf and MEK 
inhibitors. 
Together,  these  findings  provide  new  evidence  to  support  PP2A  reactivation  as  cancer 
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TIIVISTELMÄ 
Syövälle  ominainen  piirre  on  fosforylaation  perustuvien  signaalipolkujen  poikkeava 
aktivoituminen.  Huolimatta  fosfataasien  keskeisestä  tehtävästä  proteiinien  fosforylaatiossa, 
niiden  merkityksestä  syöpäsolujen  signlaalinvälityksessä  on  vasta  vähän  tietoa.  Erityisesti 
Proteiinifosfataasi  2A:lla  (PP2A)  on  selkeästi  osoitettu  olevan  kasvunestäjproteiini‐
ominaisuuksia,  mutta  se  mitkä  PP2A:n  monista  kohdeproteiineista  ovat  tärkeitä  syövän 
kannalta  tunnetaan  huonosti.  Osittain  tämä  johtuu  PP2A:n  toimintojen moninaisuudesta  ja 
osittain  siitä,  että  PP2A:n  säätely,  sekä  syövissä  esiintyvät  säätelyn  häiriöt,  tapahtuvat 
ylimääräisten alayksiköiden ja inhibiiittoriproteiinien kautta 
Tässä  väitöskirjatutkimuksessa  olemme  tutkineet  PP2A:n  yleisimmin  mutatoituneen 
alayksikön,  PPP2R1A:n,  sekä  kolmen  inhibiittoriproteiinin,  CIP2A:n,  PME‐1:n  ja  SETin, 
toimintoja  syöpäsoluissa  käyttäen    erilaisia  systeemibilogisia  lähestymistapoja,  mukaan 
lukien fosfoproteomiikkaa, lääkeherkkyysseulontaa ja transkriptomi‐analyysiä. 
Tämä  tutkimus  osoittaa,  että  monet  syöpäsolut  sietävät  huonosti  PP2A:n  uudelleen 
aktivoimista,  joka  johtaa useiden  onkogeenisten  signaalipolkujen  estymiseen  ja  senesenssin 
käynnistymiseen.  Tuloksemme  viittaavat  siihen,  että  PP2A  säätelee MYC‐onkogeeniä  useilla 
toisiaan tukevilla mekanismeilla, ja CIP2A:lla on merkitystä MYCin transaktivaation säätelyssä 
basaalityypin rintasyövässä. PP2A:n defosforylomista saatu tieto auttaa myös ymmärtämään 
yleisellä  tasolla  fosforylaatiosignaloinnin  järjestäytymistä  soluissa  ja  osoittaa,  että  PP2A:n 
inhibitiolla on keskeinen merkitys tumassa. 
Yhdistämällä  fosfoproteomiikan  ja  syöpäsolujen  vasteet  yli  300  lääkkeelle  olemme 

















































































































































































the  MYC  dependency  of  CIP2A‐regulated  phenotypes  and  its  clinical 
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Cancer  is  a universal  feature of multicellular  life. Multicellularity presents an 
organism with a unique challenge: the need to suppress the fitness of individual 
cells, which has  been perfected during  3  billion  years,  for  the benefit  of  the 
whole organism. If this regulation fails even in one cell, the result may be cancer. 
To  achieve  this  goal,  multicellular  organisms  have  developed  a  variety  of 
regulatory  mechanisms  that  limit  cell  growth  in  response  to  cell‐to‐cell 
communication and other extracellular  stimuli1, 2.  Indeed, many of  the genes 
that  malfunction  in  human  cancers  have  emerged  in  the  first  multicellular 
animals  and  are  involved  in  signal  transduction3,  4.  Another  group  of  cancer 
genes  with  even  longer  evolutionary  history  are  the  genes  involved  in 
maintenance of DNA fidelity.3 In order for a tumor to become lethal however, it 
needs also the ability to invade distant organs and form metastases5 
Interestingly,  there  seems  to  be  little  correlation with  body  size  and  cancer 
incidence.  This  phenomenon  has  been  named  Peto’s  paradox  after  the 
epidemiologist  Sir  Richard  Peto  who  first  noted  it6.  It  is  a  paradox  not  only 
because the cell number varies by several orders of magnitude between animals 
or because  larger animals tend to  live  longer, but also because cells  in  larger 
animals have had to undergo many more cell divisions leading to accumulation 
of errors in DNA; Despite the similar lifetime risk of getting cancer, humans have 
been  estimated  to  undergo  105  times  more mitoses  than  mice  during  their 
lifetime.7  Despite  the  considerable  variety  in  the  number  and  identity  of 
required genetic alterations between tumor types8, the importance of the cell 
divisions in accumulation of genetic errors is evident even in the comparison of 












Although other  factors, such as  the higher metabolic  rate, may contribute to 
cancer in smaller organisms13, the inevitable conclusion from these staggering 
odds is that larger and longer‐lived animals need more efficient mechanisms for 






difference  is  the  specific  requirement  for  Protein  phosphatase  2A  (PP2A) 
inactivation in transformation of many types of human cells15, 16. 
 
Figure 1. Honey bee queen ovary tumor. Depiction of an ovary tumor found on one year 
old honey bee queen, modified from Fyg, 196310. The tumor was initiated in the right 
ovary and grows to the space between the ovaries.   
In addition to experimental transformation, the tumor suppressor role of PP2A 







cancer  genomics  evidence,  and  the  therapeutic  implications  of  PP2A 
deregulation in cancer. 
Identification of the key PP2A targets mediating its tumor suppressor functions 
is  complicated  by  the  breadth  of  its  substrate  base.  Therefore,  in  the 
experimental  part  of  this  thesis  we  have  used  various  systems  biology 
approaches  to  gain  an  unbiased  view  on  the  effects  of  PP2A  activity 











proteins17.  Phosphorylation  refers  to  the  transfer  of  a  phosphate  group  to  a 
suitable amino acid on a protein. The resulting phospho‐amino acid carries a 2‐ 
charge  and  possesses  unique  structural  properties  compared  to  the  non‐




acids.  Both  transfer  of  a  phosphatae  group  from  ATP  to  hydroxyl‐group 
containing  amino  acids  to  generate  a  phosphoester  bond  formation  and  the 
hydrolytic  cleavage  of  this  bond  are  essentially  irreversible  reactions  in 
physiological  conditions.  The  phosphoester  bond of  a  phosphorylated  amino 
acid retains significant portion of the bond energy that is released by cleavage 
of the terminal phosphate from ATP. What drives protein phosphorylation, and 
makes  it  irreversible,  is  the  high  ATP/ADP  ratio  in  living  cells.18 
Dephosphorylation  reaction  is  made  irreversible  by  the  release  of  the 




for  the  hydrolysis  reaction.  This  stability,  together  with  irreversibility  of  the 
reactions,  is basis  for controlling  the phosphorylation and dephosphorylation 
reactions  and  makes  phosphate  modification  so  amenable  to  signal 






Vast  majority  of  protein  phosphorylation  occurs  in  the  form  of  phosphate 
esters of  the hydroxyl group containing amino acids:  serine,  threonine, and 
16  Review of literature   
tyrosine.  When  tyrosine  phosphorylation  was  discovered  by  Hunter  and 
Sefton,  quantification  of  phosphorylated  amino  acids  in  chicken  cells 




on  serine  (92%)  and  threonine  (8%)  residues23.  Mass  spectrometry‐based 
analysis of the phosphoproteome by Olsen et al.  increased the sensitivity of 
phosphotyrosine detection, and permitted re‐evalution of percentages of each 
phosphor‐amino  acid,  resulting  in  1.8%  Y,  86.4%  S,  and  11.8%  T24. 
Discrepancies  between  the  different  methods  have  been  attributed  to  the 
signalling state of the cells, low basal state of phosphorylation, sensitivity of 
the methods, and higher stability of pS/T24.  Later higher coverage studies have 
reported  similar  ratios  (0.4%  Y,  84.1%  S,  and  15.5%  T  out  of  38229 
phosphorylation  events),  however,  phospho‐tyrosine  antibody  enrichment 
can increase the fraction of identified phospho‐tyrosine residues by an order 
of  magnitude25.  The  phosphorylation  sites  recorded  in  PhosphoSitePlus® 
(www.phosphosite.org) 2014 update were 16.7% Y, 58.5% S, and 24.9% T out 
of  247826  non‐redundant  phosphorylation  sites  in  total26,  although 




level  of  phosphorylation  than  serines  on  average.  The  early  analyses  have 
been limited to identifying a limited number of highly abundant phosphosites, 
and  these  studies  seem  to  have  overestimated  serine/threonine  ratio 
compared to higher coverage data25.Phosphorylation sites are more likely to 
be  found  on  disordered  regions  of  proteins  than  corresponding  non‐
phosphorylated  amino  acids27.  This  tendency  is  far  more  pronounced  for 
serines and threonines than tyrosines26, which may indicate that tyrosines are 
more often involved in allosteric control of proteins. However, this property 





of  known  phosphorylation  sites    are  significantly  more  enriched  in  serines 
  Review of literature  17 
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compared  to  the  surrounding  sequences  of  nonphosphorylated  S,  T,  and  Y 
residues28. No clear division exists between the functions mediated by serine 
and threonine phosphorylation and comparative genetics analysis suggests that 
they  are  to  some extent  interchangeable31. However,  some differences  exist 
between  phosphoserines  and  threonines;  distribution  of  phosphothreonines  












hisitidine‐phosphorylated  proteins,  suggesting  a  potential  involvement  of 
histidine phosphorylation in cell cycle regulation, RNA processing, and ribosome 






it  finally  reaches  an  aspartate  on  the  substrate  protein.35  Although  not 
structurally related, human nucleoside diphosphate kinases also form histidine 
phosphate intermediates from where the phosphate is further transferred to a 
histidine  or  aspartate  in  the  substrate36.  Phosphohistidine  can  be 
dephosphorylated by  serine/threonine phosphatases PP1, PP2A, and PP2C  in 
vitro. The rate of phosphohistidine dephosphorylation on H4 by PP1 and PP2A 







Protein  phosphorylation  occurs  when  an  enzyme  called  kinase  transfers  the 
terminal  phosphate  group  from  ATP  to  a  phosphorylatable  amino  acid  on 
protein.  This  phosphate  is  removed  by  another  class  of  enzymes,  protein 
phosphatases. A significant portion of the human genome is dedicated to the 








the conflicts  in  favour of Manning et al. Generally  the agreement was  found 
good (99%) on the 428 EPKs retaining the conserved residues in their catalytic 
domain,  however,  some  atypical  kinases  may  have  been  missed  by  both 








exhibit  considerable  divergence  in  their  substrates44.  The  2015  update  of 
Human  Dephosphorylation  Database  (DEPOD)  lists  239  (228  active) 
phosphatases45,  including  108  phosphotyrosine  phosphatases  (PTP)  and  38 






dephosphorylation  is  made  up  by  the  modular  structure  of  phosphatase 
complexes, where multiple mutually exclusive  regulatory  subunits determine 
















prokaryotes.  Catalytic  mechanism  conserved  between  ELKs  and  EPKs  but 
whereas the ELKs are more akin to metabolic enzymes with high turnover, EPKs 
have  evolved  sophisticated  regulatory  mechanisms.  One  of  these  is  the 
conserved  activation  segment  that  typically  assumes  ordered  conformation 
following a phosphorylation event. Thus, majority of kinases are activated by 
phosphorylation.  In  addition,  EPKs  have  additional  substrate  recognition 
elements48 
Tyrosine  kinases  and  some  mitogen  activated  protein  kinases  (MAPK)  are 





















regulatory  subunits. One copy of PP2A B56‐family  regulatory  subunit gene  is 
found  in  primitive  eukaryotes,  and  it  has  been  duplicated  in  early metazoan 
evolution and 5 isoforms are found in most vertebrates. Further diversification 
between the isoforms has also happened in vertebrates55. Similarly, the yeast 
Saccharomyces  cerevisiae  has  only  one  B55  homolog,  Cdc5556,  whereas  the 
human B55‐family contains 4 members, out of which the β‐ and γ‐isoforms are 
mainly expressed in brain57. 
Protein  phosphatase  1  (PP1)  has  larger  number  of  regulatory  subunits  than 










Allosteric  regulation  of  proteins  requires  both  specific  phosphorylation  and 
dephosphorylation activity as well as highly specific structural reorganization on 
the substrates part. Evolution of such complex traits can only occur sequentially. 
Human  genome  bears  evidence  of  selective  forces  acting  on  potentially 
phosphorylatable residues after the emergence of a kinase activity. The number 
of tyrosine residues in the proteome has been decreasing with the expansion of 















In  addition,  substitutions  between  acidic  and  phosphorylatable  amino  acids 
exhibited  clade  specific  patterns,  or  emerged  in  some  paralogs  after 
duplication31.  
Phosphorylated amino acid residues tend to be located in disorderd and surface 
regions  of  proteins.  When  this  tendency  is  taken  into  account,  they  are 
significantly  more  conserved  than  corresponding  nonphosphorylated 
residues61.  The  conservation  is  also more  evident  on  the  phosphosites  with 
known function, or on the sites that are found in the context of known kinase 
specificity determinants,  suggesting  that significant portion of non‐conserved 
phosphorylation  may  be  non‐functional62.  However,  localization  of 
phosphorylation sites that interact with phosphopeptide binding motifs is more 
flexible  than  localization of phosphosites  involved  in allosteric  regulation. An 









phosphorylated  serines  exhibit  a  higher  degree  of  conservation  than 
phosphothreonines.  Higher  rate  of  change  in  phosphothreonines  has  been 
suggested  to  indicate  a  more  ancient  evolutionary  origin  of  phosphoserine 
signalling.64  Accordingly,  a  comparison within  the mammalian  lineage  shows 
that human proteome has experienced a net gain of phosphorylated threonines 
22  Review of literature   
since  the  divergence  from mice.61  Interestingly,  several  major  phosphatases 
have a preference for threonine, whereas a majority of kinases prefer serine65, 
66.  This  suggests  that  serines  have,  on  average,  a  higher  chance  to  be 
phosphorylated and contributes to the above described phenomenon of serines 
being  overrepresented  in  mass  spectrometry  based  phosphoproteomics 
analyses. It is worth noting, although the causality is not established, that the 





seems  to  have  occurred  independently  in  multiple  kinases  throughout  the 
evolution67.  Similarly,  switching  between  serines  and  threonines  has  also 
frequently occurred  in  substrates31.  In addition  to kinases and phosphatases, 




signals  in  to cellular  functions,  it  is not surprising  that  these phosphorylation 
events are deregulated in cancer.  
Tyrosine kinase Src was the first oncogene to be discovered69 and most frequent 
amino  acid  substitution mutation,  present  nearly  10%  of  all  human  cancers 
according to COSMIC data base, is the activating valine to glutamate mutation 





mutations42.  There  is  a  particularly  strong  overrepresentation  of  tyrosine 
kinases, with nearly half of the receptor tyrosine kinases harbouring likely driver 







Copy  number  alterations  frequently  target  regulators  of  phosphorylation 




In  addition,  mutations  have  been  shown  to  abolish  and  generate  new 
phosphorylation sites as well as alter specificity determinants in kinases and in 
target  proteins  with  the  potential  to  generate  novel  kinase‐substrate 






Figure 2. Ten most frequent missense mutations in human cancers. This figure is 
based on COSMIC v76 genome-wide data comprising 18186 samples 
(cancer.sanger.ac.uk)70. The most frequent mutation in this data set is the activating 
valine to glutamate mutation at BRAF codon 600, whereas the combined frequency of 
all codon 12 mutations in its direct upstream regulator, KRAS, is even higher. The top 
ten list also has two activating mutations of the lipid kinase PIK3CA. The dotted line 
represents the incidence of mutations weighted by SEER 2015 Cancer incidence 













BRAF KRAS KRAS IDH1 PIK3CA PIK3CA p53 p53 KRAS p53
V600E G12D G12V R132H E545K H1047R R175H R273C G12C R248Q
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2.2. PP2A structure and function 
PP2A was  initially defined as one of  the  four  serine/threonine phosphatases, 
PP1,  PP2A,  PP2B,  and PP2C.  This  classification was based on 1)  inhibition by 
endogenous inhibitor proteins and small molecule inhibitors, 2) requirement of 
divalent  cations  for  catalytic  activity,  and  3)  the  ability  to  dephosphorylate 
certain substrates. These approaches identifyíed PP2A as a major constituent to 
total  serine/threonine  phosphatase  activity,  along  with  PP1  and  PP2C.76 
However, what was classified as PP2A before the gene‐centric analyses is likely 
to have included also other related phosphatases. Nonetheless, PP2A has very 
large  number  of  substrates  and  it  plays  a  role  in  wide  range  of  biological 
functions77. The diverse functions of PP2A are under elaborate control involving 
a  large  number  of  mutually  exclusive  regulatory  subunits  and  endogenous 
inhibitor  proteins,  as  well  as  post‐translational  modifications  (Figure  3).  In 
addition, it has been suggested that the activation of the newly synthesized C‐





Figure 3. Canonical PP2A subunits and mechanisms of activity regulation. PP2A activity 
is controlled by subunit composition of the holoenzyme, endogenous inhibitor proteins, 
and post-translational modifications of the subunits. 
2.2.1. Catalytic C‐subnunits and Scaffolding A‐subunits 
In humans, the catalytic C‐subunits of PP2A are encoded by two different genes, 
PPP2CA  and  PPP2CB,  and  their  309  amino  acid  long  sequences  are  98% 









Both  catalytic  subunits  have  similar  affinity  towards  A‐  and  B‐subunits  and 
similar catalytic activities when bound to the same A‐ and B‐subunits.88 It is not 
known if the catalytic subunit isoforms have distinct substrates, however, some 
tissue  specific  differences  in  their  relative expressions have been  reported89, 
and  differences  in  their  subcellular  localization  patterns  have  also  been 
reported90.  
Distinct functions have been reported for the A‐subunit isoforms91. The Aβ has 







notably  with  alpha4  (IGBP1),  an  interaction  that  conserved  from  yeast  to 
mammals92. The B‐subunit is thought to contribute to the substrate specificity 
and to localize PP2A activity to relevant sites. However, the division between B‐
subunits, endogenous  inhibitors, and other  interacting proteins  is not always 
clear,  and  a  widespread  substrate  recognition  sequence  has  only  been 
described for B55 and B56‐family subunits thus far93, 94. Moreover, even in the 
















B’/B56/PR61/R5,  B’’/PR72/R3,  and  B’’’/PR93/PR110/Striatins.  (Figure  3.) 
Although  there  is  no  obvious  sequence  similarity  between  the  B‐subunit 








family105.  The  β‐subunit  and  the  later  identified  γ‐subunit106  are  mostly 
expressed in brain57. The last member of this B‐subunit family is the δ‐isoform, 
which  is  most  similar  to  the  α‐isoform107.  Both  of  them  are  ubiquitously 
expressed  and  despite  differences  in  their  subcellular  localizations107,  the  δ‐
isoform shares some of the critical mitotic functions of the α‐isoform108. 
In  addition  to  the  55  kilodalton B55‐subunits,  PP2A was  purified  as  a  trimer 
containing A, C, and a 72‐kDa B‐subunit in early experiments76. Characterization 
of this subunit suggested that  it  is expressed as 130 kDa and 72 kDa variants 
sharing  the  C‐terminus109.  These  proteins,  encoded  by  PPP2R3A  gene,  were 
named as as PR130 and PR72. PR48, encoded by PPP2R3B, was identified as a 












Splicing  variants  of  the  PR72‐family  have  received  more  attention,  perhaps 
because  of  the  nomenclature  that  more  clearly  distinguishes  the  variants. 
However,  alternative  splicing  variants  with  distinct  functions,  such  as 
mitochondria specific localization of PP2A, have been reported also for B55‐ and 
B56‐subunits113, 114. 










γ‐  and  δ‐subunits  is  the  mainly  nuclear  localization  whereas  the  others  are 
cytoplasmic114. 
Striatin and SG2NA, encoded by STRN and STRN3, were identified as the fourth 























antigen  and  CK2α‐kinases.  Although  B‐subunits  and  small  t‐antigen  bind  to 
overlapping regions of A‐subunit, the binding motif  in small t‐antigen and, by 







in  parallel.  Therefore,  it  is  not  known  whether  CK2α‐kinases  have  opposite 
effect on PP2A activity or whether these results can be explained by restricted 
substrate specificity.  





PP2A‐JAK2  interaction,  resulting  in  transient  inhibition  of  PP2A  activity  and 
phosphorylation  of  the  catalytic  subunit  Y307,  detected  by  a  generic 
phosphotyrosine  antibody  from  a  PP2A  C‐subunit  immunoprecipitate125. 
However,  it  has  also  been  suggested  that  the  complex  formation with  JAK2 
directs  PP2A  to  specific  targets  as  it  negatively  regulates  JAK2  and  STAT5 
signaling  induced  by  IL‐3  treatment.125  Another  kinase  with  multiple 
interactions with PP2A core dimer is the Src non‐receptor tyrosine kinase. Like 
JAK2,  activation  of  Src  first  stimulates  the  PP2A  interaction.  Using  the  same 
methodology as with JAK2, Src was also shown to phosphorylate the Y307 of the 
C‐subunit  resulting  in  transient  inhibition  of  PP2A  activity  and  this 
phosphorylation  has  been  shown  to  reduce  the  binding  between  PP2A  and 









of  AMBRA1  that  were  shown  to  mediate  binding  to  PP2A  catalytic  subunit. 







on  the biochemical properties of  this dimer.The dimer has been  reported  to 
retain phoshataseactivity  towards  some  targets,  including Mid1  in  an  in  vivo 
setting92, 132. In contrast, structural analysis suggests that the conformation of 
the  C‐subunit  active  site  is  perturbed  upon  α4  binding  and  the  dimer  is 
catalytically inactive. Ectopically expressed α4 has been reported to sequester 
the C‐subunit  resulting  in PP2A  inhibition, and  it has been suggested that α4 






















inhibitors of PP2A based on their ability  to  interact with PP2A, and to  inhibit 
dephosphorylation carried out by PP2A (Table 1). Many of these proteins have 
been reported to also carry out PP2A independent functions.  
Table 1. Endogenous inhibitor proteins of PP2A 
Inhibitor  Aliases  Mode of inhibition  References 
SET  I2PP2A  Interacts with C‐subunit  140, 141 
ANP32A  I1PP2A    140 
ANP32E  Cpd1    142 
PME‐1  PPME1  Demethylates  C‐subunit,  removes 
MN2+  ions  required  for  catalytic 












ARPP19    B55α/δ,  in  mitosis,  activated  by 
Greatwall kinase 
149 
ENSA    B55α/δ,  in  mitosis,  activated  by 
Greatwall kinase 
150 
BOD1    B56‐family, in mitosis  151 
TLX1  HOX11  Interacts with C‐subunit  152, 153 
PPP1R17  G‐substrate    95, 154 











the  catalytic  subunit  has  an  important  role  in  the  selection  of  B‐subunits. 
Selectivity  is  achieved  in  part  by  post  translational  modifications,  namely 
methylation of the C‐terminal L309 and, possibly, phosphorylation of T304 and 
Y307. It has been suggested that methylation of the L309 is coupled to the PP2A 
holoenzyme  assembly  and  catalytic  subunit  activation  which  may  be  a 
mechanism  to  limit  the  promiscuous  activity  of  PP2A  lacking  regulatory 
subunits.158 
2.2.5.1. Methylation of the catalytic subunit C‐terminus 





with PME‐178. PME‐1  is responsible  for removing the L309 methylation but  it 
also stabilizes the catalytic subunit in inactive conformation.143‐145 This process 
has been reported to evict  the manganese  ions required  for catalytic activity 
from the C‐subunit143. The model, in which interaction with PME‐1 is required 
for  PTPA  function,  implicates  PME‐1  also  in  the  biogenesis  of  PP2A 
holoenzymes.  However,  in  the  context  of  cancer  cell  signalling,  elevated 
expression  of  PME‐1  results  in  PP2A  inhibition  and  it  correlates with  cancer 

















Catalytic  subunit  is  also  phosphorylated  at  a  threonine  residue  resulting  in 
diminished activity towards the target protein MBP. Functional studies suggest 
T304 as the phosphorylated residue, and this  is also the only phosphorylated 
threonine  reported  in  PhosphositePlus  database26  Phosphomimetic  T304D 
mutation  specifically  prevents  B55‐family  subunit  binding  in  human159  and 
mouse cells160 and abolishes essential PP2A functions in yeast cells167. PP2A C‐
subunit has been shown to be transiently phosphorylated at unspecified residue 
following  a  treatment  of  cells  with  TPA,  an  activator  of  Protein  kinase  C,  a 
serine/threonine  kinase.  This  phosphorylation  coincided  with  a  drop  in 




S303,  and  S314 of  the A‐subunit.  Phosphorylation of  these  sites  reduces  the 
interaction between A‐ and C‐subunit resulting in lower PP2A activity towards 
multiple substrate proteins.168  
Inhibitory  phosphorylations  have  been  identified  on  B55α  S167169  and  on 
Schizosaccharomyces pombe B56 subunits170. Activating phosphorylations also 
occur on B56‐family subunits171, 172. 
Lastly,  phosphorylation  activates  or  enhances  the  activity  of  several 
endogenous inhibitor proteins, including ARPP19149, ENSA150, Bod1151, IER3155, 
ANP32A173, and SET174. A well characterized example is the phosphorylation of 
ARPP19  and  ENSA  by  Greatwall  kinase  that  specifically  suppress  PP2A 




Interest  in  PP2A’s  tumor  suppressor  functions  stems  from  two  independent 
series  of  findings:  1)  Carcinogenic  properties  of  small molecule  phosphatase 







immunocompromised mice,  a  distinction  arises  between  human  and  rodent 
cells;  rodent  cells  can  be  transformed  by  expressing  SV40  large  t‐antigen, 
whereas human cells  require both  large and small  t‐antigens16. SV40 small  t‐
antigen interacts with two cellular proteins that were identified as the A‐ and C‐
subunits  of  PP2A178.  The  interaction with  C‐subunit was mediated  by  the  A‐
subunit, and the interaction between A‐subunit and small t‐antigen was blocked 






many  experiments  relied,  at  least  partly,  on  carcinogen‐induced  or 
spontaneously arising alterations. Expressing both large and small t‐antigens of 
the SV40 virus readily confers the ability to grow in an anchorage independent 
manner  to  primary  human  fibroblasts  isolated  from  foreskin,  and  this  was 
shown to be dependent on small t‐antigen’s ability to inhibit PP2A181. However, 
without  active  telomerase,  cells  are  significantly  less  efficient  in  forming 
colonies in soft agar and rapidly enter crisis. Therefore, Hahn and others have 
suggested  that  freshly  isolated  human  epithelial  cells  and  fibroblasts  can  be 
readily  transformed  by  expression  of  SV40  large  t‐antigen  together  with 
telomerase  and  constitutively  active  HRAS, which  enhances  soft  agar  colony 
formation  and  is  required  for  tumor  formation  in  xenograft  experiments182. 
Although not known at the time, the constructs used in these experiments also 
contained SV40 small  t‐antigen gene, and the PP2A  inhibition by this small  t‐
antigen  was  later  shown  to  be  essential  component  in  this  transformation 
model183, 184. The effect of large t‐antigen has been attributed to inhibition of 
tumor  suppresors  TP53  and  RB,  however,  other  functions  are  likely  to 
contribute185. Also the small t‐antigen has other cellular targets, some of which 












in  vitro  setting186.  This  is  in  contrast  to  an  earlier  report  showing  that 
overexpression of small t‐antigen in cells efficiently competed with B55α and to 
lesser  extent  with  B56γ3  subunits  that  were  also  ectopically  expressed  at  a 
similar  level187.  In addition, overexpression of B56γ3 but not B55α prevented 
the  transforming  activity  of  small  t‐antigen.  Furthermore,  downregulation  of 
B56γ3  by  shRNA  was  able  to  partially  replace  small  t‐antigen  in 
transformation187.  These  findings  support  the  view  that  small  t‐antigen 
competes with B‐subunits rather than targets the functions of the AC‐dimer. A 








well  as  A‐subunit  beta91  have  been  shown  to  contribute  to  transformation. 
Moderate  downregulation  of  the  alpha  isoforms  of  A‐  and  C‐subunits  also 
contribute to transformation, however, efficient depletion of these proteins is 
detrimental to the cells164. In addition to these PP2A subunits, downregulation 






represents  the minimum  number  of  changes  required  for  transformation  of 
36  Review of literature   
immortalized  cells,  other  components  in  the  same  signalling  systems,  acting 
either upstream or downstream of RAS and PP2A, can replace them in the HEK‐














immortalized HMECs  and  fibroblasts.  However,  although  the  combination  of 
MYC  overexpression  and  small  t‐antigen  promoted  the  ability  to  grow  in 
anchorage  independent  manner,  it  did  not  support  xenograft  tumor 
formation185,  190.  In  the  transformation  of  fallopian  tube  secretory  epithelial 
cells,  MYC  also  supported  in  vivo  tumor  growth,  albeit  less  efficiently  than 
activated RAS.191 In the study by Wei at al., Myc did not cooperate with RAS in 








used  T58A  mutant  in  the  transformation  of  HEK293  cells  and  observed  no 
significant  response  in  anchorage  independent  growth  and  no  in  vivo  tumor 
formation,  even  though both of  these properties were  conferred by  small  t‐
antigen  in  the  same  study164.  Instead,  the  T58A  mutant  required  the 
cooperation  of  activated  AKT  and  β‐catenin  to  partially  replicate  small  t‐
antigens effect. Accordingly, depletion of endogenous MYC, AKT or β‐catenin 
attenuated  small  t‐antigen mediated  transformation164.  One  factor  that may 
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contribute  to  the  differences  in  the  MYC  mediated  transformation  is  the 
passage number of the cells; late passage HMECs have been reported to have 
higher  expression  of  endogenous  MYC,  assumed  to  be  caused  by  random 
alterations acquired during the cell culture190.  
The role of different PP2A subunits, as well as PTPA and CIP2A, in transformation 
has  been  attributed  to  their  ability  to  regulate  MYC,  Akt,  and  β‐catenin 
pathways.146,  164,  188,  193  The  beta  isoform  of  the  scaffolding  subunit  is  an 
exception. Although a loss of function can partially replace SV40 small t‐antigen 
in transformation, unlike the alpha isoform, it does not bind to small t‐antigen. 
Instead, RalA protein  is a key target  for Aβ‐containing PP2A and required  for 
transformation caused by Aβ loss functions91 
In  addition,  regulation  of  CDK2  by  PP2A  may  have  a  minor  transformation 
suppressing effect.  The evidence  supporting  this  is  the  cooperation between 
Cyclin E, a cofactor of CDK2, and small  t‐antigen  induction of proliferation  in 
density arrested fibroblasts,194 and ability of Cyclin dependent kinase inhibitor 
1B/p27 to replace small t‐antigen in anchorage independent growth195. 
In  conclusion,  these  experiments  collectively  suggest  that  inhibition  of  PP2A 
contributes  to  transformation  via  multiple  pathways,  including  MYC  and 




Most of  the  transformation experiments  studying PP2A have utilized  large  t‐
antigen, which  inhibits  p53  and  Rb‐proteins  and  enables  the  cells  to  bypass 
oncogene‐induced  senescense.15  PP2A  is  implicated  in  regulation  of  both  of 
these proteins, as well as senescence, but this side of PP2A’s tumor suppressor 
functions  has  likely  been  masked  by  the  effect  of  large  t‐antigen  in  the 
transformation experiments. Accordingly, it has been shown that although PP2A 
inhibition  is  not  required  for  transformation  of  mouse  cells,  small  t‐antigen 
promotes transformation if the concentration of large t‐antigen is limiting.196  
Another limitation is the translatability of the results to real cancers. Perhaps 
owing  to  its  ability  to  regulate multiple  oncogenic  pathways  simultaneously, 










downregulates  E2F1  and  CIP2A  protein  levels  in  breast  cancer  cells,  while 
inhibition  results  in  their  overexpression198.  Thus  one  of  the  p53  functions 
seems to be to promote another key tumor suppressor, PP2A. However,  this 
regulation also goes to the other direction: PP2A‐B56δ removes an inhibitory 
T55 phosphorylation on p53,  resulting  in  induction of p21 expression199.  The 
overexpression of E2F1 and CIP2A  following p53‐p21 inhibition is reinforced by 
positive  feedback  loop,  and  this  feedback was  associated with  resistance  to 
senescence  induction.  Mechanistically,  E2F1  directly  enhances  CIP2A 




cell  lines200.  In melanoma cells, MYC  is highly expressed compared  to benign 
nevi  and  its  expression  has  been  associated  with  the  evasion  of  RAS‐MAPK 
pathway activation associated senescence induction that is prominent in benign 
nevi but not metastatic melanoma.201 The regulation of MYC and senescence 
















PPP2R1A  and  p53  mutations  exhibit  a  tendency  towards  co‐occurrence  in 
endometrial  cancer  and  both  are  likely  to  be  early  events  in  endometrial 
cancer206. Furthermore, this relationship co‐occurrence was mainly caused by 
the  hotspot  mutations  of  PPP2R1A.  Both  PPP2R1A  and  p53  mutations  are 
associated with serous type endometrial cancer207, and the tendency towards 
co‐occurrence can also be seen in the previously published data on this subtype 









Figure 4. Co-occurrence of p53 and PPP2R1A mutations in serous endometrial cancer. 
The data were extracted from 4 independent data sets208-211. Fisher’s exact test p-value 












E,  a  cofactor  of  CDK2,  in  mitosis.  Accordingly,  ectopic  MYC  expression  was 











feedback  loops, and dependent on controlled  sequential activations of  these 




that  the  bulk  activities  of  PP2A‐B55,  PP2A‐B56  and  PP1  are  regulated  by 
inhibitory phosphorylations in mitosis. Reactivation of the phosphatases in late 





been  suggested  that  this  regulation  may  also  involve  the  mitotic  inhibitor 
proteins  of  PP2A‐B55216.  Normal  mitotic  entry  and  progression  requires  the 
phosphorylation of mitotic targets of Cdk1, and this is enabled by Inhibition of 
PP2A217.  PP2A  is  inhibited  by  Greatwall  kinase  that  phosphorylates  the 
endosulfines  Arpp19  and  ENSA  that  function  as  specific  inhibitors  of  PP2A‐
B55δ149,  150.  In  mammalian  cells,  the  major  B‐subunit  in  PP2A  complexes 
opposing Cdk1 is the related B55α169, and both B55α and B55δ are reactivated 
upon, and coregulate, the mitotic exit108.  
In  early  mitosis,  Plk1  phosphorylates  cohesin  complexes  holding  the  sister 
chromatids together, causing them to dissociate. Shugoshin‐associated PP2A‐
B56  opposes  this  phosphorylation  at  centromeres  until  proper  kinetochore‐
microtubule attachment  is achieved218, 219. Depletion of PP2A A‐subunits was 
shown  to  interfere  with  the  centromeric  cohesion  of  sister  chromatids218. 
Centromeric PP2A‐B56 relocates towards kinetochores and participates in the 
stabilization  of  kinetochore‐microtubule  attachments  by  dephosphorylating 
Plk1 and Aurora B  targets. Codepletion of B56‐family  subunits was  shown to 
induce  frequent  chromosome  misalignments  in  metaphase,  suggesting  that 
impaired PP2A‐B56 function may result in whole chromosome gains and losses 
in  cancer220.  In  addition  to dephosphorylating  their  targets,  PP2A‐B56  is  also 
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implicated  in  regulation of  localization of Plk1 and Aurora B220, 221. PP2A‐B56 
localization  to  kinetochores  is  mediated  by  binding  to  BubR1  and  this 
interaction, in turn, is mediated by phosphorylation of Plk1 target site on BubR1. 




Bod1  was  shown  to  be  required  for  sister  chromatid  cohesion  and  proper 
localization of Plk1151. Once all kinetochore‐microtubule attachments have been 
established,  spindle  assembly  checkpoint  signalling  is  silenced.  PP2A‐B56 
complexes  initiate  these  signalling  events  by  antagonizing  Aurora  B.224 
Completion of spindle assembly checkpoint initiates anaphase and chromosome 
segregation.  Following  segregation,  chromosomes  are  decondensed  and  the 
nuclear  envelope  is  reassembled.  These  events  are  triggered  by 
dephosphorylation  gradient  generated  by  PP1  and  PP2A  phosphatases 
following spatial separation of chromosomes from Aurora B at the midzone.21 
Grallert et al. have propose that the above mentioned mitotic functions, even 
though  critically  important  for  proper  chromosomal  segregation,  represent 
strictly localized transient PP2A activations during the global inhibition of these 
phosphatases.170  
As  will  be  discussed  in  more  detail  later  in  this  review,  the  most  frequent 
genomic  alterations of  PP2A  subunits  in  cancer have been associated with  a 
potential mutator phenotype. Furthermore, these alterations involve loss of the 




MYC  is  one  of  the  most  commonly  amplified  genes  in  human  cancers72.  In 
Burkitt’s  lymphoma,  MYC  is  frequently  activated  by  translocations  to 
immunoglobulin heavy chain locus that place it under the control of an active 
enhancer225, 226.  In cervical cancer,  the most common  integration site of HPV 
genome elements is in the vicinity of MYC. This integration has been reported 






binding of TCF7L2  transcription  factor downstream of Wnt‐signaling, and  the 









have become a  research  tool  commonly used  in  transformation experiments 
based on the mutations found in viral MYC oncogenes and in endogenous MYC 
in Burkitt’s  lymphoma.234 Recurrent T58I  substitutions  in Burkitt’s  lymphoma 
have also been observed235. However, MYC codon 58 mutations are exceedingly 










While  the  MYC  stabilizing  mutations  are  rare,  MYC  stabilization  is  not.238 
Following  proliferative  stimulus,  MYC  stabilization  lasts  longer  than 
transcriptional upregulation239, and constitutive stabilization occurs in cancers. 
For example, MYC overexpression in melanoma compared to benign nevi has 
been attributed  to  the  increased  stability202. Proteolytic  regulation of MYC  is 
complex, and several components of this regulatory machinery have also been 
shown  to  be  differentially  expressed  in  cancers240.  However,  while  the 
differential  expression  of  the  multiple  regulators  may  contribute  to  MYC 
stability,  the contribution of any one component  is usually a  fraction of  total 






associated  with  MYC  stabilization  in  some  cancers242.  In  addition,  PP2A 
deregulation is moderately frequent  in some cancers and will be discussed in 






Figure 5. Occurrence of MYC amplifications, FBXW7 mutations, and PPP2R1A 
mutations in Uterine Corpus Endometrioid Carcinoma and Uterine Carcinosarcoma.  The 
data sets were generated by TCGA research network http://cancergenome.nih.gov/. The 
data and the statistical calculations were retrieved from cBioportal243, 244. 
In summary, these findings invariably suggest that the primary mechanism by 
which  the  thus  far  characterized genomic events  increase MYC expression  is 
transcriptional. The mutations affecting ubiquitinylation mediated degradation 
are  a  contributing  factor  in  certain  lymphomas,  but  rare  in  solid  tumors. 
However,  the  selection of  genomic events  targeting  Fbxw7, PP2A,  and other 





a  priming  event  for  S62  dephosphorylation  that  leads  to  ubiquitinylation  by 
Fbxw7. This has also been proposed as the mechanism by which T58A mutation 
stabilizes MYC. However, the stabilizing effect of this mutations exceeds that of 




also  has  a  qualitatively  different  effects  to  MYC  overexpression,  as 
demonstrated by impaired activation of reporter gene expression245. However, 
there seems to be some selectivity in how this mutation affects MYC targets. 
Interestingly,  the  T58A  mutation  enables  the  evasion  of  p53  mediated 
apoptosis, and the significance of this finding is further supported by reciprocal 
distribution of certain MYC mutations with p53 mutations.236 
The  role  of  S62  dephosphorylation  in  MYC  degradation  has  been  also 
questioned240,  and  like  T58,  its  function  is  probably  not  limited  to  stability 
regulation203. In addition, it may promote certain MYC functions by regulating 
the  subnuclear  partitioning239,  which  may  affect  stability  indirectly240. 
Furthermore,  multiple  other  phosphatases  may  contribute  to  the 
dephosphorylation of S62, and one of them, Scp1, seems to dephosphorylate 
the S62 of both T58A and wild type MYC.246  
Although  PP2A  has  been  shown  to  regulate  MYC  stability  and  S62 
phosphorylation192,  the  regulation  of  MYC  stability  by  PP2A  should  not  be 
equated to S62 dephosphorylation alone. In addition to S62 dephoshorylation, 
PP2A negatively regulates the upstream kinases, including ERK173. In addition, 
the  tumor  suppressor  function of  PP2A B55β‐subunit  has been attributed  to 
regulation of S62 via PDK1‐Pim1 axis188, 247. PP2A also removes the inhibitory S9 
phosphorylation  on  GSK3β,  which,  in  addition  to  T58  phosphorylation248, 
inhibits β‐catenin, which has been linked to transcriptional regulation of MYC by 
multiple mechanisms.230, 249 Although the T58/S62 containing degron regulated 
by  Fbw7/USP28  is  arguably  an  important  one,  there  are  multiple  other 
ubiquitinylation  sites,  as  well  as  ubiquitinylation  independent  stability 
regulating elements on MYC. Furthermore, a number of phosphorylation sites 
have been associated with MYC stability250, 251, and it has been suggested that 
the  regulation  of MYC  stability  by  PP2A may  not  be  limited  to  the  T58/S62 
phosphodegron motif.240 
Lastly,  even  though  there  is  a  wealth  of  correlative  data  on  MYC  protein 
expression and PP2A inhibition, the causality may also be the other way round. 
A  positive  feedback  loop  between MYC  and  PP2A  inhibitor  CIP2A  has  been 
reported by different  research  groups  in  gastric  cancer252, melanoma202,  and 
CML cells205. The significance of the feedback loop between MYC and CIP2A is 












may  not  be  the  genetic  driver  alteration  behind MYC  overexpression,  some 






regulate  each  other  by  diverse  mechanisms.  mTOR  inhibits  PP2A  by 
phosphorylating  the  C‐subunit  at  an  unspecified  residue  and  PP2A  has  been 
implicated in the dephosphorylation of the canonical targets of mTOR, p70S6K 
and 4E‐BP1263. Peterson and others have suggested that this inhibition of PP2A 
may  actually  be  the  primary  mode  of  mTOR’s  action  towards  these 




turn  can  regulate  mTOR  via  AKT  as  well  as  via  feedback  loop  involving 
MAP4K3265. 
Both PIK3CA and PPP2R1A mutations can promote transformation in place of 
small  t‐antigen190,  193.  Rare  B56‐family  subunit  mutations  have  also  been 
reported  in human overgrowth syndromes that are associated with PI3K/AKT 
pathway mutations.268 The recurrent PPP2R1A mutations in endometrial cancer 
have  been  shown  to  interfere  with  dephosphorylation  of  established  PP2A 
targets in AKT/mTOR signalling148. Furthermore, B55α, the B‐subunit associated 
with AKT T308 phosphorylation269,  is  recurrently deleted  in human cancers72. 





respectively.  The  mutual  exclusivity  is  not  observed  in  subtype‐specific 
analysis.209  PIK3CA  activating  mutations  are  among  the  most  frequent 
alterations  in human  cancers  (Fig.  2),  and PTEN mutations  are  also  far more 






has  been  shown  to  exert  its  effects  in  part  by  SET‐mediated  inhibition  of 
PP2A270. This inhibition requires interaction between BCR‐ABL and JAK2, and is 
independent  of  ABL  kinase  activity271.  In  BCR‐ABL  expressing  cells,  PP2A 
reactivation suppresses the downstream signalling of BCR‐ABL as well as limits 
the proliferation and in vivo maliganant potential of these cells. PP2A was also 
shown  to  promote  BCR‐ABL  degradation  in  SHP‐1  dependent  manner, 






Results  from  several  preclinical  studies  suggest  that  PP2A  activating  drugs, 
including  FTY720  and  OP449  that  inhibit  the  SET‐PP2A  interaction,  possess 
therapeutic  potential  in  CML.  Although  these  drugs  are  likely  to  have  other 





High  CIP2A  expression  at  diagnosis,  and  failure  to  downregulate  CIP2A  by 
Imatinib, were associated with disease progression256. However, 2nd generation 
TKIs  targeting BCR‐ABL were also efficient  in  treatment of patients with high 
CIP2A expression at diagnosis, which was attributed to the ability to prevent the 
formation  of  a  positive  feedback  loop  between  E2F1,CIP2A,  and MYC  by  an 






rare  atypical  CML,  which  lacks  the  characteristic  BCR‐ABL  fusion  gene.  A 
recurrent atypical CML‐derived SETBP1 stabilizing mutation, G870S, was shown 
to contribute to PP2A inhibition275. While other oncogenic properties of SETBP1 
may  contribute  to  the  selection  of  mutant  cells276,  reciprocal  occurrence  of 
these mutations and BCR‐ABL fusions suggests that, for CML cells, PP2A activity 






have  been  causally  linked  to  human  cancers277  However,  despite  the 
requirement  for  PP2A  inhibition  in  SV40‐mediated  in  vitro  –transformation, 





induce  tumors  in  rodents280,  281  were  discovered.  The  potential  connection 
between SV40 and human cancers has subsequently been studied extensively, 
and results have been controversial. However,  it  seems  likely  that  faulty PCR 
methods and cross reactivity of antibodies targeting other polyoma viruses have 
produced false positive findings. This, together with the lack of epidemiological 
evidence,  suggest  that,  despite  the  widespread  exposure,  SV40  has  an 
insiginifcant, if any, contribution to human cancers282, 283. 
In addition to SV40, other polyoma virus genomes contain genes for small and 







small  t‐antigen  as  the  transforming  activity,  and  compared  to  SV40  small  t‐
antigen  it  replaced  a  limited  number  of  B‐subunits286.  JCV  and  BKV,  also 
members of polyomaviridae, possess genes for PP2A interacting t‐antigens.287, 





Kaposi’s  sarcoma  associated  herpes  virus  (KSHV)  is  the  causative  agent  of 
Kaposi’s  sarcoma290  and associated with  certain  lymphomas291.  KSHV protein 
LANA has been shown to bind B56‐ and possibly B55‐family subunits of PP2A 292. 
However, the significance of this binding is not clear. LANA interacts with other 
cellular  targets  including  Rb  and  p53,  and  a  number  of  pathways  are  also 
dysregulated by other KSHV proteins293.  
Human papillomaviruses are associated with by far the highest cancer burden 
of  all  cancer  promoting  viruses294,  295.  Human  papillomavirus  virus  16  E7 
oncoprotein  has  been  shown  to  activate  AKT  signalling  via  PP2A  mediated 












In  summary,  out  of  the  viral  proteins  interacting  with  PP2A,  only  the 
transformation  activity  of  SV40  small  t‐antigen  has  been  linked  to  PP2A. 
However, SV40  is unlikely  to contribute  to human cancers.  In contrast, MCV, 











number  alterations  of  PP2A  subunit  genes  are  likely  to  be  “passenger” 
alterations that have been co‐amplified or deleted with other genes located in 





Figure 6. Frequency of PP2A subunit mutations in human cancers. A. frequency of 
mutations per base pair in COSMIC v77 data (cancer.sanger.ac.uk)70. Ratio of silent to 
non-silent mutations is represented with line (right axis) B. Multivariate analysis of PP2A 
subunit mutation frequency including gene length, replication time, chromosomal 
conformation (HiC index), and gene expression as covariates based on the analysis by 
Lawrence et al302. This analysis attempts to model the background mutation frequency 
more accurately and it is able to explain 90% of the variation in mutation frequency 
between PP2A subunit genes. PPP2R2B has a moderately high silent mutation rate (A), 
however, in this multivariate analysis it also exhibited the largest deviation from expected 
mutation rate, suggesting that some PPP2R2B mutations may provide a selective 
advantage to the cancer cells. 
However,  functional  studies  have  linked  also  non‐recurrent  mutations  in 
multiple  subunits  to  impaired  trimer  assembly,  failure  to  dephosphorylate 
specific targets, increased cancer cell proliferation, and transformation91, 199, 303, 
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304.  Furthermore,  as  discussed  in  more  detail  below,  different  subunits  are 
inactivated by different mechanisms: PPP2R1A has recurrent point mutations, 
PPP2R2A  is  commonly  deleted,  PPP2R2B  is  inactivated  by  promoter 
methylation,  and  PPP2R1B  mRNA  frequently  undergoes  aberrant  splicing  in 
cancers.  Studies  focusing  on  one  type  of  alterations  are,  therefore,  likely  to 
underestimate  the  combined  frequency  of  genetic  and  epigenetic  PP2A 
dysregulation in cancers. 
2.4.2.1. PPP2R1A (Scaffolding subunit Aα) 
PPP2R1A  is  the most  commonly mutated PP2A  subunit  coding  gene and has 
been identified as a likely cancer gene in multiple large scale cancer genomics 
studies241,  299,  300.  Recurrent  mutations  have  been  reported  to  occur  at  low 
frequency in ovarian cancer305‐308 and endometrial cancer, where they associate 
strongly  with  serous  type  cancer  (15‐40%  of  the  patients)208,  210,  211,  306,  308, 
carcinosarcoma  (9/42,  21.4%)209,  and  possibly  with  clear  cell  carcinoma309 
subtypes.  Rare,  but  recurrent,  PPP2R1A  mutations  are  also  found  in  other 
cancers, such as vulvar squamous cell carcinoma310 and colorectal cancer (Figure 
7B). 
Recurrent  cancer‐associated mutations of PPP2R1A are  concentrated on  two 
hotspots of mutations  in exons 5 and 6 (Figure 7). This type of distribution  is 




Interestingly,  a  similar  pattern  of  hotspot  mutations  is  found  in  a  related 
phosphatase,  PP6.  Recurrent  mutations  have  been  reported  in  the  catalytic 











Figure 7. Clustering of missense mutations in PPP2R1A gene A) Missense mutations of 
PPP2R1A reported in COSMIC v77 (cancer.sanger.ac.uk)70. The mutations in codon 
419, curated from a report by Martin et al.317, were excluded as likely artefacts. These 
mutations had suspiciously high rate (73%) in a panel of 22 head and neck squamous 
cell carcinoma cell lines, were not reported in the original article by Martin et al., and are 
not corroborated by larger studies on the same cancer type318. B) Distribution of 
recurrent missense mutations in PPP2R1A by cancer type 
Three recurrent mutations, P179L, R182W, and R258H, have also been observed 
as de novo‐mutations in intellectual disability patients311. Another study found 
P179L  and  R182W de  novo‐mutations  in  undiagnosed  severe  developmental 
disability  patients319.  These  mutations  are  located  in  the  regions  that  are 
thought to mediate B‐subunit binding.304 All three mutations retain binding to 
B56δ, and P179L is also able to bind PR72. Binding to other B56‐family members 
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experimental  P179A  mutant  retains  some  B55α‐binding  capability  whilst 
impairing B56γ binding320. Although the P179L, R182W, and R258H mutations 
don’t map  to  the C‐subunit  interaction  surface,  all  of  them  interfere with C‐
subunit binding. Some trimer assembly still occurs, however, P179L and R182W 
mutants  also  reduce  the  catalytic  activity  of  the  trimer.321  All  six  recurrent 





occur  in  endometrial  cancer148.  These  mutants  resulted  in  lost  binding  to 
B55α/β subunits,  reduced binding  to C‐subunits, and exhibited varied effects 
towards B56‐ and PR72‐family subunits. All mutations retained B56δ binding, 
and  most  resulted  in  increased  binding  to  STRN‐family  subunits,  possibly 
because these subunits are less dependent on C‐subunit interaction. However, 
Haesen  et  al.  have  suggested  that  these  mutations  act  as  gain  of  function 
mutations  via  increased  binding  to  PP2A  inhibitor  TIPRL,  resulting  substrate 
trapping  complexes.148  Interestingly,  the  codon  183  mutations  seemed  to 
produce  most  potent  deregulation  of  AKT  and  mTOR  pathways,  as  well  as 
highest increase in anchorage independent and xenograft tumor growth, which 
may explain why they are found in other cancers as well. 
In  addition  to  hotspot  mutations,  several  other  mutations  cluster  to  the  B‐
subunit  interface  and may  impair  binding  of  specific  subunits303,  304.  A  well‐
studied example of this is the E64D mutation, which has been shown to impair 
B56‐family subunit binding322 and contribute to transformation193. In a knock‐in 
mouse  model  this  mutation  increased  benzopyrene  induced  lung  cancer 
incidence85 and KRAS G12D driven lung cancer progression304 
2.4.2.2. PPP2R1B (Scaffolding subunit Aβ) 
PPP2R1B mutations  have  been  reported  to  occur  at  moderate  frequency  in 
some cancers, however, current large scale sequencing data suggests that the 
incidence of PPP2R1B somatic mutations in cancers is very low (Figure 6). The 
early  estimates were based on  small  data  sets,  did not  consider background 
mutation frequency, and were inflated in part by inclusion of a single nucleotide 










of  PPP2R1B  contributes  to  transformation,  loss  of  function of  both  PPP2R1B 










tendency  to  associate  with  LOH  in  PPP2R1B  locus332.  In  B‐cell  chronic 
lymphocytic  leukemia  study,  copy number  loss  did  not  affect  the  expression 
level of PPP2R1B mRNA. However, the expression was generally lower than in 
B‐cell  controls,  and  aberrantly  spliced  variants  skipping  exons  9  or  2‐3 were 


















gene  constitutes  only  a  small  fraction  of  total  catalytic  subunit82,  and  the 
knockdown  of  Cβ  does  not  significantly  contribute  to  cell  transformation, 
whereas  even  partial  knockdown  of  the  alpha  isoform  promotes 
transformation164. 
PPP2R2A  encodes  for  the  abundantly  expressed  B55α  subunit  with multiple 
functions. B55α is the major B‐subunit in the PP2A complexes opposing CDK1 in 
mitosis108,  217,  and  it  may  act  as  a  tumor  suppressor  by  inhibiting  AKT  via 
dephosphorylation  of  T308269.  However,  PPP2R2A  depletion  does  not 
contribute  to  transformation  in  HEK‐TER  model164.  Furthermore,  PPP2R2A 
seems  to  be  essential  for  some  cancer  cells,  e.g.    pancreatic339.  In  addition, 
binding of  adenovirus E4orf4  to B55α,  resulting  in  inhibition of  its  functions, 
promotes  cell  death340.  Although  this may  be  an  outcome  of  artificially  high 
overexpression  that  would  not  occur  in  normal  Adenovirus  infection341,  it  is 
nevertheless a result of potent inhibition of B55α function. 
This  dualistic  property  of  PPP2R2A,  being  required  in  some  cancer  cells  and 





specific  chromosomal  locations.  They  also  showed  that  in  colorectal  cancer, 
whole  genome  duplication  is  generally  an  early  event  and  may  provide  a 
selective  advantage  to  the  cells  that  survived  it.342  Deletions  of  PPP2R2A 
associate with whole genome duplications. Similar association was also found 
for  PPP2R1A  mutations,  leading  Zack  and  others  to  suggest  a  causal  link 
between  PP2A  aberrations  and  whole  genome  duplications72.  Additional 
support for this view is provided by computational approach developed by Youn 
and Simon343. This method seeks to time the alterations in cancer genomes, and 
this  analysis  identified  PPP2R2A  deletions  as  a  potential  mutator  alteration; 
timing  of  PPP2R2A  deletions  coincides  with  an  overall  increase  in  the  copy 
number  alteration  rate.  Lastly,  loss  of  PPP2R2A  has  been  shown  to  impair 
homologous  recombination  repair344.  These  findings  suggest,  that  PPP2R2A 





PPP2R2B was  identified as one of  the genes, whose expression  is  induced  in 
breast cancer cell lines by HDAC inhibitor and DNA methyltransferase inhibitor 





squamous  cell  carcinoma,  however,  the methylation  occured  at  comparable 














Despite  being  the  prototypical  tumor  suppressor  B‐subunit187,  there  are  few 
cancer associated mutations mutations in the PPP2R5C gene coding for B56γ. 
However, functional analysis of PPP2R5C mutations suggests that many of them 
promote  proliferation  and  for  a  subset  of  these  mutations,  the  increase  in 
proliferation  was  associated  with  impaired  ability  to  dephosphorylate  p53 
T55199.  
Interestingly, there is a strong allelic bias in CNA events involving the intronic 












literature  there  is  strong  evidence  for  the  oncogenicity  of  SETBP1  and  TLX1. 
SETBP1  alterations  are  found  in  several,  but  relatively  rare, myeloid  lineage 
malignancies275, 355. Both SETBP1 stabilizing mutations and translocations that 
increase its expression have been associated with reduced PP2A activity156, 275, 
however,  PP2A  independent  mechanisms  are  likely  to  contribute  to  the 
oncogenic  function  of  SETBP1276,  356.  TLX1  is  frequently  overexpressed  by 
translocation events in ALL and directly regulates the transcription several genes 









has not been shown to enhance PP2A inhibition.  Instead,  it results  in nuclear 
localization of NUP214, which is a shared property with other NUP214 fusion 
with  DEK.364  A  proposed  mechanism  for  the  oncogenicity  of  these  NUP214 
fusions  is  the  resulting  upregulation  of  HOXA9  and  HOXA10  genes  that 
interferes  with  cell  differentiation365.  Although  CIP2A  has  been  reported  as 
fusion partner with Mixed lineage leukaemia gene (MLL) in one AML case366, this 

















whereas  PP2A  promotes  its  degradation146,  192,  257.  Together,  these  reports 
suggest  that  the  positive  feedback  between  PP2A  inhibition  and  MYC  may 











CIP2A  is  expressed  at  very  low  level  in  non‐proliferating  normal  cells  and 
overexpression  occurs  almost  ubiquitously  in  cancers260,  378.  CIP2A  mRNA 
expression is a strong survival indicator in the TCGA pan‐cancer data379. CIP2A 
protein expression has been associated with poor prognosis in gastric cancer252, 
CML256,  AML380,  tongue  cancer381,  ovarian  cancer382,  kidney  cancer383, 
hepatocellular  cancer384,  bladder  cancer385,  HER2‐negative  breast  cancer198, 
melanoma386, pancreatic cancer387, head and neck cancer388, and cancer of the 
bile  duct389.  Association  has  also  been  found  in  some390,  391.  but  not  all  392 
colorectal  cancer  studies.  A meta‐analysis  of  342  non‐small  cell  lung  cancer 
prognostic  markers  identified  CIP2A  as  one  of  the  26  markers  consistently 
associated with prognosis in more than one data set393. CIP2A has been almost 
exclusively  studied  in  the  context  of  PP2A  inhibition,  however,  it  has  been 
suggested  that  CIP2A  may  also  promote  cell  cycle  progression  via  direct 
interaction with Plk1 and NEK2394, 395. 
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HNRNPA2B1 has a high expression  in most normal  tissues361 and  it  is  further 
elevated  in  many  cancers.396,  397  Elevated  HNRNPA2B1  expression  has  been 
associated  with  poor  prognosis  in  non‐small  cell  lung  cancer398  and  liver 
cancer399.  HNRNPA2B1  participates  in  pre‐mRNA  processing  and  splicing 
regulation,  the  deregulation  of  which  may  contribute  to  its  oncogenicity. 
However,  the RNA‐binding domain has also been  reported  to bind PP2A and 
inhibit it cooperatively with SET. Expression of the PP2A binding domain alone 
was shown to increase cell proliferation157  
ANP32E  is  belongs  to  a  family  at  least  8  genes  (ANP32A‐H),  and  the  PP2A 
interacting region is shared by the A and the E isoforms.321 While ANP32A has 
been  suggested  to  suppress  transformation400,  this  property  seems  to  be 






in  cancers,  however  other  likely  drivers  of  this  amplification  have  been 
identified72 
Increased  expression  of  TIP  (TIPRL)  has  been  reported  in  hepatocellular 
cancer403. TIP also has an emerging oncogenic role due to its preferential binding 





Figure 8. Co-expression of PP2A inhibitors. Hierarchical clustering (average linkage) of 
Pearson’s correlations of endogenous PP2A inhibitor mRNA expression in TCGA pan-
cancer data set containing 9755 samples from 21 different cancer types. The data were 
downloaded from UCSC cancer genomics browser404 in May 2016. Five PP2A 
inihibitors, SET, CIP2A, TIP, ANP32E, and HNRNPA2B1 form a cluster with correlated 
expression patterns. HOX11/TLX1 and PPP1R17/G-substrate were excluded due to not 





personal  communication).  Therefore,  the  studies using  this methodology  are 
reviewed separately below. 
Following studies have used radiolabeling or immunoprecipitation coupled with 
a  generic  phosphotyrosine  antibody.  The  Y307  is  phosphorylated  in  vitro  by 
multiple tyrosine kinases including p60v‐src, p56lck, IGR, EGFR165, and Jak2124. The 
phosphorylation  by  receptor  tyrosine  kinases  was  shown  to  be  ligand 
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dependent165 and Y307 has been shown to undergo transient phosphorylation 
after  serum  or  EGF  stimulation  of  serum  starved  fibroblasts  and  in  10T1/2 
fibroblasts  transformed by p60v‐src  405.  Y307  is dephosphorylated by PTP1B405 
but it also undergoes autodephosphorylation165. Consistently, inhibition of PP2A 
by  small molecule  inhibitor  Okadaic  acid  increased  Y307  phosphorylation165. 
Phosphorylation  at  T304  was  also  increased  with  another  phoaphatase 





Following  paragraph  lists  the  studies  using  the  potentially  unspecific  pY307 
antibody. Increased Y307 phosphorylation has been reported  in HER2‐positive 
breast  cancers406,  Jak2 V617F mutant myeloproloferative  diseases174, murine 
32Dcl3 –cells expressing Bcr‐Abl  fusion gene270,  in colorectal cancer cell  lines 
compared to normal mucosa408, and in CLL compared to normal B‐cells166. Y307 
phosphorylation  has  been  associated  with  poor  prognosis  in  metastatic 
colorectal cancer411 and breast cancer412. Microystin‐LR was shown to increase 
Y307  with  a  simultaneous  decrease  in  C‐subunit  methylation407,  whereas 
treatment  with  PP2A  activating  compound  Forskolin  has  been  reported  to 
decrease  phosphorylation408.Correlation  between  Y307  phosphorylation  and 
the  expression  levels  of  PP2A  inhibitors  SET156,  270,  413,  CIP2A256,  412,  and 
SETBP1156 has also been reported.  
Although  it  may  be  difficult  to  quantify  how  the  inhibitor  proteins  affect 
autodephosphorylation,  the  existence  of  autodephosphorylation  mechanism 
has been validated by other methods165, suggesting that mechanisms for PP2A 














have also been  reported  to promote  the activation and expansion of natural 
killer cells in metastatic melanoma mouse model415. 






has  been  explored419,  but  none  have  completed  clinical  trials.  Interestingly, 
another  naturally  occurring  phosphatase  inhibitor,  cantharidin,  is  a  major 






As  discussed  above many  PP2A  inhibiting mechanisms  are  connected  to  the 
proliferative status of the cell under physiological conditions and cooperatively 
inhibit PP2A in cancer cells. Thus, even in the absence of genomic alteration of 
PP2A  subunits,  PP2A  activity  is  suppressed  in  cancer  cells.  A  large  body  of 
literature shows that PP2A reactivation is generally poorly tolerated by cancer 
cells  and  results  in  deactivation  of  many  oncogenic  pathways.  Thus  PP2A 
reactivation  is  increasingly  being  considered  as  a  potential  cancer 
therapeutic421. PP2A reactivation can be achieved by compounds that directly 







via cyclic AMP signaling423 and  it  continues  to be used as a  research  tool  for 
exploring  pharmacologic  activation  of  PP2A  in  cancer  cells.  However,  other 
mechanisms  may  be  involved  as  1,9,‐dideoxyforskolin  has  been  shown  to 
produce  comparable  effect  to  Forskolin,  FTY720,  or  SET  knockdown without 
activating cyclic AMP signaling in NK cells424, 425 and CML cells270, 271. 
Tricyclic  antipsychotic  drugs  have  recently  been  discovered  as  novel  PP2A 
activators. Perphenazine is an approved antipsychotic drug that was indentified 
as  a  potential  therapeutic  agent  in  T‐ALL  in  high  throughput  screening. 




shown  to  activate  PP2A427.  Derivatives  of  these  drugs  decoupling  the 
antipsychotic effects from the anticancer effects have been developed, and one 






PP2A  interaction430.  FTY720  is    a  sphingosine  analogue  and  also  a  target  of 
sphingosine kinases 1‐4. However, unlike sphingosine, the interaction of FTY720 
with  sphingosine  receptors  leads  to  transient  activation  followed  by  their 





the  anticancer  use  of  FTY720  is  likely  to  require  higher  doses  and  longer 
treatments, and the adverse effects associated with such treatments have not 








also  effective  in  several  AML,  CML,  breast  cancer,  prostate  cancer,  and 




normal  tissues  makes  CIP2A  an  appealing  drug  target260,  378.  Consequently, 
multiple  compounds  have  been  reported  to  achieve  their  cancer  cell  killing 
effect  in  part  by  downregulation  of  CIP2A.  However,  for  the  most  part, 
mechanistic details have been lacking, and no rescue experiments have been 
presented. A study by Liu et al.  reported  that Celastrol, a Chinese  traditional 











Additional  inhibition  of  PP2A  has  been  shown  to  prolong  ERK  activation  in 
response  to  transient signals115 and  to contribute  to constitutive signaling by 
JAK2V617F in AML cells174.  
Kinase inhibitor resistance often involves reactivation of the targeted pathway. 
In  lung  cancer,  resistance  to  EGFR  small molecule  inhibitors most  commonly 
occurs  via  resistance mutation  in  the EGFR or by activating mutations  in  the 
downstream RAS‐MAPK pathway437. Similarly in colorectal cancer, majority of 
the resistance to anti‐EGFR antibody therapy is caused by activating mutations 
in  RAS‐MAPK  pathway438.  However,  in  a  significant  proportion  of  resistant 
tumors,  the  mechanism  of  resistance  has  not  been  identified.  Functional 
genomics  screens have shown that under  the selective pressure of  the drug, 
otherwise  rare439 or even deleterious440 alterations may be selected because 
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they  enable  the  reactivation  of  the  targeted  pathway.  Importantly,  these 
alterations  are  selected  in  a  situation  where  PP2A  activity  is  suppressed. 
Because PP2A participates  in multilevel  regulation of  a wide  range of  kinase 
pathways  with  oncogenic  potential77,  441,  it  could  simultaneously  regulate 
feedback  mechanisms  and  collateral  resistance  pathways,  thus  shaping  the 
selective pressures on the resistance mutations. 
Therefore, potentially most promising application for PP2A activators would be 















participation  of  PP2A  in  the  feedback  signalling  may  have  autoantagonistic 
effects, suggesting that specific phosphorylation events regulated by PP2A may 
have context dependent functions.77, 115, 443 The common theme in this thesis 
has been  the use of  various  systems biology  approaches  to  study how PP2A 
activity  manipulation  affects  cancer  cell  functions  and  drug  sensitivity.  The 
specific aims of the subprojects are listed below. 
 
I. Characterization  of  CIP2A‐regulated  transcriptional  changes. 













The  aim of  this  thesis  has  been  to  study  PP2A  functions  by manipulating  its 
activity  in  various  cancer  cell  lines  followed  by  systems  biology  analyses  to 
characterize  the  effects  of  PP2A  inhibition  and  reactivation.  Various 
bioinformatics and statistics approaches were utilized  to  inform the  targeted 














































medium  containing  10%  FBS,  2 mM  glutamine,  50  I.U./ml  penicillin,  and 















To  inhibit  or  reactivate  PP2A,  we  have  used  siRNA‐mediated  silencing  of 




of  siRNA  in  2300µL  final  volume,  and  the  other  cells  were  transfected  with 
Oligofectamine  and  250  pmol  of  siRNA  in  1000µl  final  volume  according  to 




mediated  delivery  of  lentiCas9‐Blast  plasmid  (Addgene  plasmid  #  52962) 
lentiGuide‐Puro  plasmid  (Addgene  plasmid  #  52963)  followed  by  antibiotic 
selections.  These  plasmids  were  a  gift  from  Feng  Zhang444.  The  linear  gRNA 
expression  vector  for  the  knock‐in  was  generated  according  to  a  previously 
published protocol445. The gRNA vector, together with 150 base single stranded 
knock‐in template (300ng each), were transfected to Cas9 expressing cells using 
Lipofectamine  RNAiMAX  and  the  siRNA  transfection  protocol.  For  both 
knockout  and  knock‐in,  clones  were  established  and  modifications  were 





genome‐wide  gene  expression  analysis  on  CIP2A  depleted  HeLa  cells  using 
Illumina HT 12 v3 microarray (Illumina) and validated selected results using RT‐
qPCR  assays  designed  by Universal  Probe  library  design  tool  (Roche  Applied 
Science). For these analyses, the RNA were extracted with NucleoSpin RNA II kit 
(Macherey‐Nagel)  reverse  transcribed  with  M‐MuLV  RNase  H‐  reverse 
transcriptase (Finnzymes). RT–PCR reactions were run using Applied Biosystems 
7900HT Fast Sequence Detection System and TaqMan Universal Master Mix II, 
no  UNG  (Applied  Biosystems).  Same  approach  has  been  used  for  RT‐qPCR 
validation of siRNA knockdowns.  
The  microarray  analysis  was  performed  at  the  Finnish  functional  genomics 
centre, University of Turku and Åbo Akademi University. Microarray data were 
extracted with Illumina BeadStudio software. The data were analysed with the 
lumi  Bioconductor  package  (Bioconductor)  followed  by  quantile 
normalization446.  Probes  with  expression  values  at  the  background  level 






In  order  to  gain  a  better  understanding  of  PP2A  regulated  phosphorylation 




EDTA,  30 mM  sodium  fluoride,  60 mM  B‐glycerophosphate,  20 mM  sodium 
pyrophosphate,  1 mM  sodium  orthovanadate,  Roche  complete  protease 
inhibitor  cocktail  tablet,  and  5 μM  pepstatin  A.  Lysates  were  sonicated  and 
centrifuged at 100000g for 30 min. The supernatant was collected and diluted 
to 5mg/ml with 8 M urea and 50 mM Tris‐HCl pH 8.5, after spiking in 10 μl of 








of  Turku  and  Åbo  Akademi  University  using  an  EASY‐nLC  1000  nanoflow  LC 
instrument  coupled  to  a  Q  Exactive  quadrupole‐orbitrap mass  spectrometer 
(Thermo Fisher Scientific). Samples were analysed both before and after TiO2 
enrichment and peptide identifications were searched with Mascot (v2.4.1) via 
Proteome  Discoverer  (v1.4.0.288,  Thermo  Fisher  Scientific).  PhosphoRS  v3.0 
was  used  for  phosphosite  localization.  In  order  to  increase  the  number  of 
identified  phosphopeptides,  we  also  used  recently  developed  SimSpectraST 
search448  and  these  two  search  results  were  merged.  The  FDR  rate  for 
SimSpectraST  was  controlled  against  a  target‐decoy  library  similarly  to 
PhosphoRS, and the localizations were scored according to the scheme outlined 
in  II  Supplementary  table  13.  Label‐free  quantification  was  performed 
separately for non‐enriched and enriched data using Progenesis LC‐MS (v4.1). 
The non‐enriched data were normalized  in Progenesis with median centering 






described methods,  we  have  used  Ingenuity  pathway  analysis  and  Gene  set 
enrichment  analysis449.  The  phosphorylation  site  data were  further  analysed 
with  NetworKIN,  NetPhorest450,  GPS  2.0451,  and  Motif‐X452  kinase  target 
prediction tools. To study the clinical relevance of CIP2A expression in cancer, 
we  have  analysed  the  expression  of  CIP2A  regulated  genes  in  two  publicly 











described  before455.  The  differential  drug  sensitivity  score  (DSS)456  was 
calculated for each siRNA compared to controls. Cosine similarity was calculated 









For  the  statistical  test  based  on  the  assumption  that  the  data  is  normally 
distributed, the approximate normality has been checked by visual inspection. 





differentially  regulated phosphopeptides was peformed  in R using  the  limma 







protein  expression146.  We  have  confirmed  the  effect  of  CIP2A  on  protein 
expression, and the parallel analysis of MYC mRNA suggests that CIP2A mainly 
contributes to the post‐translational regulation of MYC (I Supplementary fig. 2). 
As  a  further  support  for  the PP2A‐mediated mechanism, we  show  that MYC 
downregulation by CIP2A depletion can be partially  rescued by simultaneous 
































transcriptome  data  set454.  Hierarchical  clustering  of  the  signature  gene 
expression  identified  a  subgroup  containing  the  majority  of  the  basal  and 
ERBB2+ breast cancers in this data set (I Fig. 6A). Similar clustering was seen in 
another  previously  published  breast  cancer  gene  expression  data  set453  (I 
Supplementary fig. 7). Immunohistochemistry analysis of CIP2A expression was 
performed on a tissue microarray of 1028 breast cancer samples460 and elevated 
CIP2A  expression  was  significantly  more  frequent  in  the  basal  and  ERBB2+ 
cancers than in other breast cancer subtypes (I Fig. 6B, I Supplementary fig 8A). 
In  addition,  gene  expression  data  on  39  breast  cancer  cell  lines  were 
downloaded  from  National  Cancer  Institute’s  cancer  Bioinformatics  Grid 




MYC  overexpression,  commonly  resulting  from  amplification,  has  also  been 
associated with basal type and EGFR or ERBB2 overexpressing breast cancers461. 
Therefore, we analysed the association between MYC amplifications and CIP2A 






as  the  regulation  of  JNK2  expression  or  transwell  migration  (I  Fig.  3). 
Furthermore,  because  the  suggested  mechanism  of  CIP2A  is  to  inhibit 









manipulation  of  PP2A  activity  would  affect  a  significant  portion  of  all 
phosphorylation  sites,  thus  compromising  the  assumptions  that  centering 
normalization  methods  are  based  on.  We  therefore  developed  a  novel 
normalization methodology,  named pairwise  normalization,  that  attempts  to 
normalize  the  phosphopeptide  abundance  to  the  abundance  of  the 
nonphosphorylated  peptides  prior  to  phosphopeptide  enrichment,  which  is 
assumed  to  stay  more  constant  (Supplementary  fig.  1)  This  requires  an 
additional  step of  analysing  the  sample prior  to phosphopeptide enrichment 
and  calculating  the  ratios  for  each  phosphopeptide  that  was  identified  and 
quantified  both  before  and  after  enrichment  (II  Fig  2).  The median  of  these 






targeting either CIP2A or  the  three  forms of RAS  (H,K, and N).  Following  the 






compared  to  others,  and  struggled  especially  with  the  okadaic  acid  treated 
samples that exhibited the highest magnitude phosphorylation changes (II Fig. 
4A,C,D,  II  Supplementary  table  7).  Lastly,  the  performance  of  different 
normalization  methods  was  assessed  by  comparison  to  phosphospecific 
antibody  based  quantification. Whereas  some  conclusions,  e.g.  clustering  of 
CIP2A  and  RAS  phosphoproteomes  together,  was  robust  to  the  selection  of 
normalization method (II Fig. 4), pairwise normalization consistently exhibited 
the highest correlation to western blots (II Fig. 5C,D), and when the direction of 
regulation  was  considered,  pairwise  normalization  had  significantly  higher 
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agreement  with  western  blots  than  other  normalizations  (II  Fig.  5B) 
Furthermore, we  have  also  analysed  the  activity  of  two  central  downstream 
effectors of RAS, namely AKT and ERK, by  quantifying the phosphorylation of 
their target proteins. Subtle donwregulation was observed following RAS and 
CIP2A  knockdown  in  the  pairwise  normalized  data,  but  not  in  the  median 
centering normalized data (II Fig. 6C). 





test  treatments,  the  expression  of  majority  of  proteins  stayed  relatively 
constant,  whereas  significant  fraction  of  phosphosites  were  differentially 
regulated (II  table 1,  II Supplementary Fig 6.) One  indicator  for unidirectional 
large  scale  phosphorylation  changes  is  the  skewing  of  the  fold  change 
distribution  that  was  clearly  seen  in  the  OA  treated  sample  and  occurs 
regardless of the normalization method used (Supplementary fig. 4C). Pairwise 
normalization  was  applied  to  the  data  of  the  third  project.  Global 
phosphorylation changes in these data are evident from the skewing of the fold 
change distributions  (III  Fig. 1B) but  this  is only  reflected  in  the average  fold 
changes  if  pairwise  normalization  is  used,  suggesting  that  also  in  these  data 
pairwise  normalization  reveals  biological  insights  that  would  otherwise  be 
masked by the normalization bias. 
5.4. RAS and CIP2A have overlapping functions 
CIP2A and RAS depletion produced  similar  phosphorylation  changes  and  this 
similarity  was  not  limited  to  AKT  and  ERK  targets  (II  Fig.  4A,D,  II  Fig.  6A,  II 
Supplementary fig. 6). In contrast, the quantified protein level changes varied 
more;  RAS  depletion  regulated  many  more  proteins,  several  of  which  were 
involved in carbohydrate metabolism and other metabolic pathways (II Fig. 6A, 
II Supplementary fig 6, II Supplementary fig. 7.).  
In  order  to  explore  the  functional  implications  of  the  overlapping 
phosphoregulation, we performed a series of colony formation assays on HeLa, 
as well as 3 colorectal cancer cell lines. We observed a general trend of synergy 














In  order  to  study  the  PP2A  dephosphorylome  we  have  targeted  the  main 
structural  subunit  Aα,  encoded  by  PPP2R1A  gene,  and  three  endogenous 
inhibitor  proteins,  CIP2A,  PME‐1  and  SET,  by  RNAi  in  HeLa  cells.  CIP2A  was 
targeted with 4 siRNAs and the other genes with 3 siRNAs in triplicates. Each 





resulted  in  increased  phosphorylation  in  most  differentially  regulated 
phosphosites  and  the  depletion  of  inhibitor  proteins  resulted 
dephosphorylation  (III Fig. 1A). This  trend was also evident  from the average 
fold change of all quantified peptides, as well as from the skewing of the fold 
change distribution (III Fig. 1B)  
Out  of  the  tested  inhibitor  proteins,  SET  caused  the  largest  changes, 
downregulating nearly a third of all phosphopeptides at 5% FDR (III Fig. 1C). SET 
also regulated the majority of the phosphopeptides regulated by CIP2A or PME‐









(III  Fig.  2A).  Clusters  1  and 2  are  characterized by upregulation  following Aα 
depletion  and  clusters  3‐6  are  characterized  by  downregulation  following 
inhibitor  protein  depletion.  This  suggests  that majority  of  phosphosites  exist 
predominantly in dephosphorylated or phosphorylated state and as a result the 




to  dephosphorylate  threonine,  as well  as with  the  preference  of majority  of 
kinases for serine65, 66. 
Using Igenuity pathway analysis tool, we have studied the enrichment of certain 









pathways  were  also  regulated  by  PPP2R1A  or  inhibitor  protein  depletion. 
Phospholipase C signalling was enriched in cluster 1‐3 and PKC targets in clusters 
1‐2 (III Fig. 2B,D), suggesting that this pathway is activated by PP2A inhibition. 






which  is  consistent with  the  subcellular  localization of  the  targeted proteins. 
78  Results   
CIP2A has a predominantly cytoplasmic localization, whereas PME‐1 and SET are 
mainly  nuclear  (III  Supplementary  fig.  3B).  Localization  of  PPP2R1A,  and  by 
extension  PP2A,  is  predominantly  cytoplasmic,  again  consistently  with  the 
lowest  fraction  of  nuclear  proteins  in  clusters  1  and  2.  In  addition  to  the 
differences between clusters, this trend was also observed in the gene specific 
differentially  regulated  peptides:  PME‐1  and  SET  had  the  highest  fraction  of 
nuclear  targets  and  PPP2R1A  had  the  lowest  (III  Supplementary  fig.  3A). 





Results  from  the  first  project  strongly  suggest  that  CIP2A  is  involved  in 
regulation of MYC activity in cell culture models and naturally occurring breast 
cancers.  Therefore, we  have  explored  the mechanisms  by which  PP2A  could 
influence MYC activity also in the phosphoproteomics data. 
These results are summarized in III Fig. 3B, and include the expected regulation 
of  S62  phosphorylation146,  192.  In  addition  to  the  dephosphorylation  of  this 
residue, the phosphoprotemics data suggests that PP2A negatively regulates its 




5A,B)  as well  as  previously  published  literature173,  192,  248.  Phosphorylation  at 
other sites has been associated with MYC stability regulation, and it has been 















simultaneously  alters  the  activity  of many  cancer  relevant  pathways,  and  in 
many  pathways  this  regulation  occurs  on  multiple  levels  of  the  signal 
transduction.  As  cancer  drug  resistance  often  involves  reactivation  of  key 




One  average,  PPP2R1A  depletion  made  the  cells  more  resistant  and  SET 
depletion more sensitive to a total of 238 drugs currently used or investigated 
as potential cancer therapy (III Fig. 4E). PME‐1 and CIP2A did not significantly 
alter  the  average  sensitivity,  however,  for many  drugs  the  inhibitor  proteins 
exhibited responses that correlated with the strength of PP2A activity regulation 
(III Fig. 4 B‐D). Especially PME‐1 and SET exhibited highly correlated responses, 
exemplified  by  topoisomerase  and  HDAC  inhibitors  (III  Fig.  4F,G,  III 
Supplementary fig. 5) 
General PP2A dependency of the drug responses was studied by analysing the 





inhibitors  exhibited  negative  correlation  with  PP2A  activity,  mainly  due  to 
sensitization  in  PPP2R1A  depleted  cells  (III  Fig.  4A,D).  In  addition,  there was 





             Control                        PPP2R1A 
   
                   CIP2A                           PME-1                           SET 
     
Figure 9. Response of HeLa cells to Temsirolimus. Temsirolimus was used at 1nM-10µM 
concentrations with 10-fold intervals. Representative siRNAs for each gene are shown. 
The response is sublethal up to 10µM conncetration reaching approximately 25% 
















to  kinase  inhibitors.  CIP2A  depletion  did  not  alter  the  average  sensitivity 
significantly, however, CIP2A and PME‐1 depletions resulted in highly correlated 
sensitivity  changes  (III  Fig.  5A,C).  In  this  screen,  MEK/ERK  inhibitors,  Aurk 
inhibitors, and EGFR inhibitors were identified as drug groups that consistently 
exhibited differential response to PP2A activation and inhibition (III Fig. 5 A,D‐





(III  Fig.  5  D,E).  Only  Aurk  inhibitors  displayed  strong  bidirectional  sensitivity 
change similarly to HeLa cells (III Fig. 5 F). 
Subset of the inhibitors in this screen were validated in two other KRAS mutant 
cell  lines,  NCI‐H2122  and  NCI‐H460.  Results  from  NCI‐H2122  cells  were 







resistance  was  confirmed  for  MEK  inhibitor  Trametinib  and  SCH772984  by 
secondary cell viability readout (III Fig. 6A) and by colony formation assay (III Fig. 
6B).  Also NCI‐H2122 were desensitized  to MEK  inhibitors  and  SCH772984 by 
PPP2R1A depletion (III Fig. 5G). In contrast, NCI‐H460 cells did not exhibit this 
desensitization (III Fig.5G, III Fig. 6C). Furthermore,  in NCI‐H460 and PPP2R1A 
depleted A549  cells,  Trametinib  only  caused a partial  cytostatic  response  (III 
Supplementary fig. 7).  









which  may  lead  into  activation  of  resistance  mechanisms468‐470.  Particularly, 




them  alone  (III  Fig.  6F,G,I),  however  in  PPP2R1A  depleted  A549  cells,  this 
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combination  only  achieved  partial  cytostatic  response  over  a  wide 
concentration range ( III Fig. 6G,H). 
MEK  inhibitor  resistance  in  lung  cancer  cells  often  involves  activation  of 
AKT/mTOR signalling. Therefore, we tested the effect of non‐ATP‐competitive 
AKT  and  mTOR  inhibitors,  Perifosine  and  Temsirolimus,  on  the  Trametinib 
sensitivity.  Similarly  to  HeLa,  either  of  these  two  inhibitors  alone  was  well 
tolerated at high 10µM concentration. However, this concentration sensitized 
to Trametinib partially cancelling the resistance granted by PPP2R1A depletion 




to  Trametinib  in  PPP2R1A  depleted  cells  does  not  involve  ERK  reactivation. 
Instead,  we  AKT  induction  and  partial  rescue  of  S6  signaling  and  MYC 
expression. Addition of mTOR inhibitor temsirolimus shut down S6 signaling and 
blocked AKT induction but did not have a noticeable effect on MYC. PPP2R1A 










by  PP2A.  However,  PP2A  is  known  to  participate  in  multilevel  and  even 
autoantagonistic  regulation  of  many  interconnected  pathways77.  Because 
systems level understanding of PP2A functions is rudimentary, my thesis work 









dependency  of  majority  of  CIP2A  regulated  gene  expression  changes,  thus 
providing  a  functional  validation  for  the  previously  reported  MYC  stability 
regulation and  shared phenotypes between MYC and CIP2A146.  Furthermore, 
both CIP2A expression and CIP2A target gene signature associated with basal 
type  breast  cancer,  which  has  been  associated  with  MYC  amplification  and 
overexpression461.  Together,  these  findings  strongly  suggest  that  CIP2A 
overexpression  is  not  merely  a  passenger  but  shapes  the  transcriptional 
landscape  of  these  tumors.  The  association  of  CIP2A with  basal  type  breast 
cancer  is  consistent  with  a more  recent  report  by  Janghorban  et  al.257,  and 




to  be  dependent  on  CIP2A. While  this  study  demonstrated  the  physiological 
relevance,  it  also  highlighted  the  context  dependency,  of MYC  regulation  by 
CIP2A; CIP2A  is dispensable  for normal  tissue  function and  regulates  specific 
fraction of MYC at nuclear lamina in response to DNA damage. Together these 
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findings  establish  CIP2A  as  a  potential  therapeutic  target  in  MYC‐driven 
malignancies. 
6.1.2. MYC‐PP2A feedback loops 
We  initially  hypothesized  that  CIP2A  overexpression,  resulting  in  MYC 
stabilization,  would  exhibit  a  mutually  exclusive  relationship  with  MYC 
amplification.  However,  we  found  the  opposite  to  be  true.  This  suggests  a 




feedback  loop  associated with  senescence  tolerance  in  breast  cancer  cells198 
and  with  CIP2A‐MYC  feedback  loop  that  has  similarly  been  associated  with 
suppression of oncogene‐induced senescence in melanoma202. It is also telling 
that the initial finding on the regulation of MYC activity by CIP2A was made in 




Together,  these  findings  suggest  that  MYC  promotes  PP2A  inhibition  as  a 
positive  feedback  mechanism  to  sustain  its  functions  in  cancer  cells. 
Furthermore,  the  phosphoproteomics  data  presented  in  the  third  project 
provides  further  mechanistic  insight  into  the  other  half  of  MYC  by  PP2A 
feedback: although MYC may promote B56δ expression in specific context, its 
downstream  mediator  GSK3β  can  also  be  inhibited  by  PP2A  inhibition, 




this was  the  unexpectedly  strong  induction  of  senescence  in NCI‐H460  after 
reverting one allele of the homozygous PPP2R1A E64D mutation back to WT in 
these cells. This finding is consistent with the previously reported suppression 
of  senescence by CIP2A198. Severity of  this phenotype  in NCI‐H460 cells after 
reverting a somatic mutation provides new  insights  into PP2A suppression  in 
cancer  cells.  As  discussed  in  the  literature  review  part,  PP2A  is  inhibited  by 
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has  been  associated  specifically  with  the  senescence  induced  RAS‐MAPK 
activation and it has been suggested as the mechanistic explanation behind the 
cooperation of MYC and RAS in malignant transformation471. RAS has also been 
shown  to  cooperate with  PP2A  inhibition  in  transformation.  However,  these 
studies have involved suppression of TP53 and Rb to block senescence, and the 
cooperation has been attributed  to activation of  several  shared downstream 
pathways15, 91, 164. This  regulation of oncogenic signalling cascades  represents 
another side of the PP2A tumor suppressor functions and it is very consistent 




In  order  to  study  the  PP2A  dephosphorylome, we  first  needed  to  develop  a 
novel normalization method for label‐free phosphoproteomics to address the 
problem arising  from a  large scale unidirectional phosphorylation changes215, 
472,  such  as  those  associated  with  PP2A  activity  manipulation.  Alternative 
methods for controlling large unidirectional changes in phosphorylation include 
spike‐in  internal  controls473,  however  inaccuracies  in  protein  quantification 
from  concentrated  urea  buffer  and  in  spiking  small  volumes  represent 
significant problems for this method, especially in larger sample sets that are a 
key  application  area  for  label‐free  analysis474.  Using  a  combination  of 
bioinformatics,  statistical,  and  western  blotting  analyses,  we  have 




of  large  scale  unidirectional  phosphorylation  changes  and  this  becomes 
especially  evident  in  the  larger  data  set  of  the  third  project,  thus  providing 
further support for the rationale behind pairwise normalization. 
6.3.2. Unidirectionality of the phosphorylation changes 
One  of  the  novel  findings  from  PP2A  dephosphorylome  analysis  was  the 
widespread  uni‐directionality  of  the  phosphorylation  changes;  although 
significant  fraction  of  the  detected  phosphosites  could  be  altered  by  PP2A 
activity manipulation, individual phosphosites tended to be either upregulated 
by  PP2A  inhibition  or  dephosphorylated  following  PP2A  activation.  One 
interpretation  for  these  findings  is  that  for  most  sites,  kinase/phosphatase 
balance  favors  one  extreme,  i.e.  phosphosites  have  a  tendency  to 
predominantly  exist  in  phosphorylated  or  dephosphorylated  state.  Thus,  the 
effect of PP2A depends on what pathways are on, as dephosphorylated residues 
cannot  be  dephosphorylated  any  further.  Tyrosine  phosphorylation  occurs 
often  in  the  early  steps  of  signalling  cascades  where  in  the  basal  state 
phosphatase  activity  greatly  exceeds  kinase  activity  and  this  situation  is 
reversed  in  a  switch  like  fashion  following  a  transient  activation475.  Tyrosine 
kinases  then  activate  widespread  serine/threonine  signaling  that  can  also 
integrate signals  from other sources and tend to exhibit higher basal  level of 
phosphorylation on average24, 476. However, the results presented here suggest, 
that  at  level  of  individual  phosphorylation  sites,  also  serine  and  threonine 
phosphorylation occurs in a binary switch‐like fashion. 




Furthermore, we are more  likely  to detect sites  that were phosphorylated  in 
control  samples and  then dephosphorylated  following  the  siRNA  treatments, 
than we are to detect sites that had low basal state of phosphorylation to begin 
with.  It  is  thus conceivable,  that some of  the specific  targets of RAS or PP2A 
inhibitor proteins are not detected by this methodology. Nevertheless, we have 
observed  the  similar  regulation  on  the  well‐established  key  downstream 
pathways  of  RAS,  namely MAPK  and  AKT  pathways.  Furthermore, we  found 
synergy between CIP2A and KRAS in cancer cell growth and patient survival, and 
the  saturation  of  the  colony  formation  response with  combination  of  either 
  Discussion  87 
87 
CIP2A  and  KRAS  or  all  three  forms  of  RAS  further  suggests  regulation  of 
overlapping pathways. Previous work has shown that these proteins cooperate 
in transformation146. The effect of CIP2A overexpression in transformation can 
be  generalized  to  PP2A  inhibition  by  a  large  body  of  literature.  Importantly, 





transforming  activity  of  RAS  in  HMECs15  and  suppression  of  PP2A  activity 
towards RALA promotes the transformation of human embryonic kidney cells91. 
Similarly,  MYC  overexpression  has  been  reported  to  synergize  with  PP2A 
inhibition  in  fibroblasts185  and  RAS  activation  in  human  embryonic  kidney 
cells192.  The  regulation  of  cell  cycle  progression  and  bypassing  G0  stop 




we  also  discovered  interesting  differences.  One  of  them  is  the  differential 
preference  for, and potency of dephosphorylation of, proteins  located  in  the 
nucleus. The phosphorylation levels of PP2A‐regulatable phosphosites tended 
to  increase  from  cytoplasm  to  nucleus.  In  many  signalling  pathways,  the 
sequential activation of kinases happens in the vicinity of the cell membrane, 





of  what  we  observed,  however,  the  findings  were  very  consistent  with  the 
known subcellular localization of PP2A inhibitor proteins: the nuclear inhibitors, 











the  phosphoproteomics  and  drug  sensitivity  data.  For  example,  the  overall 
effect  of  PPP2R1A  was  opposite  to  the  inhibitor  proteins  responses.  SET 
depletion  results  in  larger  changes  than  depletion  of  PME‐1  or  CIP2A. 
Subcellular localization may also be a factor; PME‐1 and SET are predominantly 
nuclear, and compared to CIP2A, higher fraction of their phosphoproteome is 










PP2A  reactivation.  The  paradoxical  result  of  sensitization  by  PP2A  inhibition, 
therefore, is likely a result of promoting proliferation by first turning on these 
pathways,  and  subsequently  turning  them  off  by  the  drug  treatment.  The 
relative  sensitization  is  caused  by  the  increased  ability  of  the  cells  to  take 
advantage of  these pathways  at  low PP2A activity  state. While  these  results 
highlight  the  role  of  PP2A  in  AKT/mTOR  signalling,  it  is  conceivable  that  in 
AKT/mTOR dependent cancer, such as EGFR mutant lung cancer479. As will be 
discussed  below,  AKT/mTOR  signalling,  and  its  regulation  by  PP2A,  becomes 
relevant  also  in  KRAS  mutant  lung  cancer  treated  with  MAPK  pathway 
inhibitors468. 
The  drugs whose  sensitivity mirrors  PP2A  activity  change  to  both  directions, 
then, represent a special case. One group of these drugs were the Aurora kinase 
inhibitors. A number of mitotic processes are  tuned by opposing activities of 
Aurora  B  and  PP2A,  where  the  spatial  control  contributes  to 
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We have  identified  PP2A  inhibition  as  novel  resistance mechanism  to MAPK 
inhibitors in KRAS mutant lung cancer cells. Furthermore, PP2A inhibition also 
conferred  resistance  to  the  synthetic  lethal  combination  of  MEK  and  RAF 




MEK  inhibition,  suggesting  that  suppressed MAPK pathway  activity  increases 
the  dependency  on  AKT/mTOR  signalling.  This  is  consistent  with  previously 
reported  MEK  inhibitor  resistance  mechanisms  lung  cancer  involving  RTK 
mediated activation of AKT/mTOR signalling468, 470. In addition, the mechanisms 
that  sustained  cell  viability  in  PPP2R1A  depleted  cells  even  at  micromolar 










confirmed  by  the  analysis  of  a  relevant  cell  line  with  a  well  characterized 
PPP2R1A mutation. These findings demonstrate that PP2A inhibition is a novel 
multipathway  resistance  mechanism  to  MAPK  inhibitors  in  lung 
90  Discussion   
adenocarcinomas harbouring KRAS activating mutations, and strongly suggest 












or  activating  PP2A,  and  PP2A  participates  in  multilevel  regulation  of  many 
known  oncogenic  pathways.  Further  analysis  of  PP2A  dephosphorylome 
suggested  that  the effects of  PP2A  inhibition and activation occur mostly on 
non‐overlapping  sites.  This  suggests  that  for  most  phosphosites, 
kinase/phosphatase  balance  strongly  favors  either  dephosphorylated  or 
phosphorylated  state,  and  e.g.  increased  activation  of  PP2A  phosphatase 
function  can  only  affect  sites  that  were  phosphorylated. We  also  noticed  a 
gradient of increased phosphorylation from cytoplasm to nucleus in the PP2A 
responsive  phosphorylation  sites.  This  finding  is  consistent  with  known 




drug  sensitivity. Majority  of  the  drug  responses  exhibited  a  correlation with 
PP2A activity, and we have validated PP2A inhibition as resistance mechanism 
to  MAPK  pathway  inhibitors  in  KRAS  mutant  lung  cancer.  Importantly,  this 
resistance was not cancelled by the combination of RAF and MEK inhibitors. 
Together,  the  findings  presented  in  this  thesis  strongly  suggest  that  PP2A 
reactivation,  either  alone  or  in  combination  with  kinase  inhibitors,  holds 
therapeutic  potential  and  that  PP2A  acitivity  status  carries  predictive 
information on cancer therapy responses.  
As a methodological advance this thesis presents a novel normalization method 
for  label  free  phosphoproteomics,  called  pairwise  normalization,  and 
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